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摘 X 本 试验 由 在 通过 脂 多 糖 (LPS) 诱导 猪 空肠 上 皮 细 胞 〈IPEC-J2 ) 来 建立 氧化 应 激 
US, PROS TESEBR (COS) 的 抗 氧化 作用 效果 。 采 用 噬 唑 蓝 CMTT) 法 检测 LPS 和 COS 对 
IPEC-J2 作用 12. 24. 48 h 后 ， 细 胞 增殖 活性 的 变化 ;选择 适宜 浓度 LPS (1.0 pg/mL) 和 
COS (200 hg/mL) 作用 于 了 PEC-J2， 分 为 对 照 组 、LPS 组 、COS 组 、LPS+COS 组 。 采 用 
Western Blot 法 检测 核 因 子 E2 相关 因子 2INrft2)、 血 红 素 氧 合 酶 -1(HO-D) 蛋 白 的 表达 ， 试 剂 
f E UC BAG (SOD) 、 过 和 氧化 氧 酶 (CAT) 活性 及 丙 二 醋 (MDA) 的 含量 。 结 
RRHH: 1.0 ug/mL 的 LPS 对 IPEC-J2 作用 24h, 细胞 增殖 的 抑制 率 为 41.6%， 为 造 模 的 最 


适 浓度 和 作用 时 间 ; COS 在 一 定 浓度 范围 内 对 IPEC-J2 有 增 


直 作 用 ， 其 浓度 为 200 pg/mL 


时 效果 最 佳 ， 作 用 时 间 为 24h 时 ， 细 胞 增殖 率 达 到 126.3%. LPS+COS 组 较 对 照 组 的 SOD, 
CAT 活性 和 MDA 含量 差异 不 显著 (P>0.05) ，Nrf2 和 HO-1 蛋白 相对 表达 量 显著 升 高 


(P<0.05) ; LPS+COS 组 较 LPS 组 的 Nrf2 蛋白 相对 表达 量 显 


升 高 趋势 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05), SOD, CAT 活性 显著 升 高 (P<0.05) , MDA 含量 显 


著 升 高 (P<0.05) ，HO-1 有 


著 降 低 CP<0.05) 。 由 此 可 见 ，LPS 诱导 IPEC-J2 氧化 应 激 ， 而 COS 可 进一步 促进 Nrf2 和 


HO-1 蛋白 的 高 表达 ， 并 提高 抗 氧 化 酶 的 活性 ， 降 低 氧化 产物 含量 ， 从 而 增强 细胞 对 氧化 应 


激 的 抵抗 力 ， 起 到 保护 作用 。 
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氧化 应 激 是 机 体 自由 基 生 成 增加 或 (和 ) 清除 能 力 降低 ， 导 致 机 体 氧化 和 抗 氧化 两 者 失 


衡 ， 自 由 基 大 量 累积 造成 机 体 损 伤 止 。 肠 道 黏膜 是 宿主 防御 病原 微生物 的 第 一 道 防线 ， 而 肠 
上 皮 细 胞 是 肠 道 条 膜 屏 障 的 重要 组 成 部 分 ， 肠 上 皮 细 胞 的 损伤 是 肠 功能 障碍 的 重要 病理 基 
础 。 在 多 种 生理 、 病 理 、 饮 食 或 环境 不 当 等 情况 下 ， 肠 上 皮 细 胞 都 能 产生 严重 的 氧化 应 激 ， 


过 多 的 自由 基 的 累积 可 导致 肠 上 皮 细 胞 受 损 ， 从 而 发 生 肠 功能 障碍 所 。 壳 袁 糖 


(chitooligosaccharide,COS) 是 壳 聚 糖 (chitosan,CTS) 生物 降解 后 的 产物 ， 水 溶性 好 ， 有 具有 
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A MUEVE, OURO, ARARE, MALS, (i4 I OUI, FEAR 
阔 前 景 的 天 然 产品 。 本 项 目 研究 通过 建立 猪 空肠 上 皮 细 胞 氧化 应 激 模型 ， 来 探讨 COS 的 抗 
氧化 活性 及 作用 机 理 ， 为 其 临床 应 用 提供 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试剂 

猪 空肠 上 皮 细 胞 (IPEC-J2〉 由 中 科 院 亚热带 农业 生态 研究 所 提供 ; COS (90% 脱 乙酰 
度 ， 平 均 分 子 质 量 <5 000 u) 由 中 国 科 学 院 大 连 化 学 物理 研究 所 提供 ; 脂 多 糖 
(lipopolysaccharide,LPS) [大 肠 杆菌 (Escherichia coli) O55:B5] 购 于 Sigma 公司 ，10 mg/ 
支 ; 核 因 子 E2 相关 因子 2(Nrf2) 抗 体 (C-20) 、 血 红 素 氧 合 酶 -1(HO-1) 抗 体 〈C-105) 均 购 
自 圣 克 和 鲁 斯 生物 技术 有 限 公司 。 
1.2 ”细胞 培养 

IPEC-J2 于 含 10% 胎 牛 


清和 1% 双 抗 的 DMEM basic(1x) 培 养 基 中 ,在 37 °C.5% CO». 
90% 相 对 湿度 的 培养 箱 中 培养 ， 隔 天 换 液 ， 待 细胞 贴 壁 生长 到 80%~90% 时 进行 传代 。 
1.3 MEME (MTT) 法 检测 细胞 活 率 

取 对 数 生长 期 的 IPEC-J2 调整 至 5X104/ 孔 接种 于 96 FLAK, BEL 200 nL， 置 于 培养 箱 
m 中 培养 24 h， 换 无 
= COS (0. 50. 100. 200. 400 pg/mL) 继续 培养 12、24、48 h， 每 组 设置 6 个 复 孔 ， 到 时 间 
点 后 分 别 加 5 mg/mL 的 MTT 20 uL 4E: S T2846 PE A 4 h， 小 心 吸 弃 上 清 ， 用 磷酸 盐 组 
冲 液 (PBS) 洗 2 次 , 每 孔 加 150 pL Z PÆ (DMSO) 室温 摇晃 15 min, ERKE Z 
分 溶解 ， 用 酶 联 免疫 检测 仪 测定 各 孔 在 490 nm 波长 处 的 吸光 值 。 试 验 重复 3 次 。 
1.4 细胞 样品 收集 
取 对 数 生长 期 的 IPEC-J2 调整 至 1X106/ 和 孔 接 种 于 6 孔 板 中 ， 待 细胞 贴 壁 生长 至 80% 左 
右 , 进行 加 样 作用 24h, 试验 分 为 对 照 组 (不 加 LPS 和 COS)、1.0 pg/mL LPS 组 、200 pg/mL 


清 培 养 基 ， 并 分 别 加 不 同 浓度 的 LPS (0、0.1、1.0、10.0 pg/mL) 和 


COS 组 、1 pg/mL LPS+200 pg/mL COS 组 ， 作 用 完 后 ， 用 预 冷 的 PBS 洗涤 细胞 3 次 ， 加 入 
胞 裂解 液 , 于 冰 上 裂解 30 min, 用 细胞 刮 棒 刊 取 细 胞 , 转移 至 离心 管 中 , 4 C、12 000 r/min 
离心 15 min， 取 上 清 ， 用 二 辛 可 宁 酸 (BCA) 法 蛋白 定量 ， 分 装 于 -80 'C 保 存 备 用 。 
1.5 Western Blot 检测 蛋白 表达 

取 蛋 白 样品 ， 用 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙 稀 酰 胺 凝 胶 电 泳 (SDS-PAGE) 法 分 离 蛋 白 ， 将 电 
泳 分 离 的 蛋白 转移 到 偏 二 氟 乙 烯 (PVDF) BR E, 再 用 5% 的 脱脂 奶粉 室温 缓慢 摇 荡 封闭 h, 
分 别 加 入 免 抗 Nrf2、HO-1 (1:1 000 稀释 ) 于 4 'C 下 孵育 过 夜 , 经 磷酸 盐 吐 温 缓 冲 液 (TBST) 
洗涤 3 次 G min/ 次 ) 后 ， 再 用 羔 根 酶 标记 的 山羊 抗 锡 免疫 球 蛋 白 G (IgG). (1:5 000 稀释 ) 


ANS 


室温 孵育 2h, 经 TBST 洗涤 3 次 (5 min/ 次 ), 与 化 学 发 光 剂 反应 1 min, 在 Image Quant LAS 
4 000 mini 化 学 发 光 成 像 仪 下 显示 并 记录 结果 。 试 验 以 B 微 管 蛋 白 〈B-tubulin) 作为 内 参 ， 
试验 重复 3 次 。 
1.6 ” 抗 氧化 酶 及 氧化 产物 的 检测 
取 细 胞 样品 ， 采 用 硫 代 巴 比 妥 酸 比 色 法 检测 丙 二 醛 (MDA) 含量， 钼 酸 铵 比 色 法 检测 
过 氧化 氧 酶 CAT) 活性 ， 黄 味 吟 氧化 酶 比 色 法 检测 超 氧化 物 岐 化 酶 (SOD ) 活性 ， 试 剂 盒 
均 购 自 南京 建成 生物 工程 研究 所 ， 其 试验 操作 均 严 格 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 。 
17. 统计 分 析 
试验 数据 采用 SPSS 19.0 统计 分 析 软 件 的 + 检验 法 进行 单 因素 方差 分 析 比 较 ， 以 P<0.05 
为 差异 显著 ， 结 果 用 平均 值 土 标准 误 表 示 。 
一 2 ”结果 与 分 析 
< 2. LPS 对 IPEC-J2 增殖 活性 的 抑制 作用 
BX 1 可 见 ， 不 同 浓度 的 LPS 对 IPEC-J2 增殖 活性 的 抑制 作用 有 一 定 的 差异 ， E 
一 定 的 时 间 依 赖 性 。LPS 浓度 在 0.1 g/mL 时 ， 对 细胞 的 抑制 作用 较 低 ， 作 用 12. 24 时 与 
对 照 组 (不 加 LPS) 无 显著 差异 (P>0.05); LPS 浓度 在 1.0 pg/mL 时 ， 对 细胞 有 一 定 的 抑制 
pe 作用 ， 作 用 24. 48 h 时 与 对 照 组 差异 显著 和 极 显著 (P<0.05 和 P<0.01) , EH 24h Ef, 4 
胞 增殖 活性 抑制 率 为 41.6%， 为 造 模 的 最 佳作 用 浓度 和 时 间 ; LPS 浓度 为 10.0 pg/mL 时 ,对 
细胞 的 损伤 严重 ， 细 胞 活 率 很 低 ， 与 对 照 组 差异 极 显著 (P<0.01) 。 
表 1 LPS 对 IPEC-J2 细胞 增殖 的 影响 


Table 1 Effects of LPS on IPEC-J2 proliferation (n=6) 


Iu 


LPS 浓度 OD 值 OD value 

LPS concentration/(ug/mL) 12h 24h 48h 

0 (对 照 Control) 0.212 0.007 0.331 +0.011 0.333 0.015 

0.1 0.207 £0.022 0.303 £0.019 0.297 3-0.023* 

1.0 0.199 -- 0.009 0.217 3-0.008* 0.201 +0.037** 
10.0 0.107 3-0.025** 0.1032-0.013** 0.097 £0.010™ 
表示 与 对 照 组 比较 差异 显著 (PX0.050 ; “表示 与 对 照 组 比较 差异 极 显著 〈P<0.01) 。 表 2 
同 。 


“Imeans significant difference compared with the control group (P<0.05); ”means extremely 


significant difference compared with the control group (P<0.01). The same as Table 2. 


22 COS 对 IPEC-J2 增殖 活性 的 促进 作用 


He 2 可 见 ,不 同 浓度 的 COS 对 IPEC-J2 增殖 活性 的 促进 作用 不 同 , 而 同一 浓度 的 COS 
对 细胞 的 增殖 作用 也 具有 一 定 的 时 间 依 赖 性 。 与 对 照 组 相 比 ，COS 浓度 为 50 pg/mL 时 ， 对 
细胞 增殖 的 影响 不 显著 CP>0.05); COS 浓度 为 100 ug/mL 时 ， 作 用 24. 48 h 时 对 细胞 增殖 
的 影响 显著 (P«0.05) ; COS 浓度 为 200 ug/mL 和 400 ug/mL 时 ， 作 用 24. 48 h 时 对 细胞 
的 增殖 率 显 著 提高 (P<0.05) ， 且 在 COS 浓度 为 200 ug/mL 时 相对 效果 更 好 。 

表 2 COS 对 IPEC-J2 增殖 的 影响 


Iu 


Table 2 Effects of COS on IPEC-J2 proliferation (n=6) 


COS 浓度 OD {Ë OD value 

COS concentration/(ug/mL) 12h 24h 48h 

0 (对 照 Control) 0.212 +0.007 0.331 0.011 0.333 +0.015 
50 0.207 +0.009 0.337 +0.013 0.346 +0.010 
100 0.237 +0.012 0.396 +0.024* 0.411 +0.011* 
200 0.241 +0.008 0.403 +0.007* 0.427 +0.018* 
400 0.255 +0.019 0.393 +0.010* 0.392 +0.021* 


2.3 Nrf2 和 HO-1 蛋白 的 相对 表达 量 
由 表 3 得 知 ,LPS 组 的 Nrf2 和 HO-1 蛋白 的 相对 表达 量 较 对 照 组 都 有 显著 提高 (P<0.05); 
LPS+COS 组 的 Nrf2 和 HO-1 蛋白 的 相对 表达 量 较 LPS 组 进一步 提高 ， 且 Nrf2 蛋白 的 相对 
表达 量 显 著 高 于 LPS 组 (P<0.05), 但 HO-1 蛋白 相对 表达 量 与 LPS 组 差异 不 显著 (P>0.05)。 
表 3 Nrf2 和 HO-1 和 蛋白 在 各 细胞 组 中 的 相对 表达 量 


Table 3 The relative expression level of Nrf2 and HO-1 protein in each cell group (n=5) 


ANS 


项 目 对 照 组 LPS 组 COS 组 LPS+COS 组 
Items Control group LPS group COS group LPS+COS group 
核 因子 E2 相关 因 0.395+0.088 0.989+0.089a 0.546+0.051 1.377+0.103* 
子 2 Nrf2 

红 素 氧 合 酶 -1 0.237+0.061 0.546+0.145* 0.250+0.017 0.630+0.081* 
HO-1 


“表示 与 对 照 组 比较 差异 显著 (P<0.05) ; "表示 与 LPS 组 比较 差异 显著 (P<0.05) 。 下 表 同 。 


a means significant difference compared with the control group (P<0.05) ;pmeans significant 


difference compared with the LPS group (P<0.05) . The same as below. 


2.4 SOD, CAT 活性 和 MDA 含量 


ral 


A 


由 表 4 可 知 ，LPS 组 较 对 照 组 的 SOD、CAT 活性 显著 降低 (P<0.05) , MDA 含量 显著 
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= 


升 高 (P<0.05) ; LPS+COS 组 较 LPS 组 的 SOD、CAT 活性 显著 升 高 (P<0.05) , MDA & 
量 显著 降低 CP«0.050 ， 较 对 照 组 各 项 差异 不 显著 (P>0.05) 。 
表 4 各 细胞 组 中 SOD、CAT 活性 和 MDA 含量 的 检测 结 


Table 4 The test results of SOD, CAT activities and MDA content in each cell group (n=6) 


项 对 照 组 LPS 组 COS 组 LPS+COS 组 
Items Control group LPS group COS group LPS+COS group 
超 氧化 物 歧化 酶 101.43 +4.31 87.34+1.64° 109.44+1.09 97.87 +6.03? 

SOD 

过 氧化 氧 酶 CAT 9.83+0.18 4.24 - 0.50? 10.13 +0.42 7.57 +0.80? 

丙 二 醛 MDA 1.07 士 0.06 1.77 3:0.29* 1.10 士 0.64 1.210.400 

3 W it 


如 今 ， 天 然 活性 物质 越 来 越 受 到 各 行 各 业 的 关注 ， 已 成 为 “高 效 、 绿 色 、 安 全 ”的 代 名 

i]. COS 来 源 丰 富 ， 广 泛 存 在 于 低 等 动 植物 中 ， 如 甲 帝 动物 外 壳 、 藻 类 的 细胞 壁 等 00。 在 

体外 和 体内 的 大 量 研究 报道 ，COS 在 抗 氧化 方面 发 挥 着 重要 的 作用 ， 具 有 清除 氧 自由 基 、 

降低 氧化 产物 含量 、 提 高 抗 氧化 酶 活性 等 功能 HY。 本 研究 除了 进一步 验证 COS 对 抗 氧 化 

酶 活性 及 氧化 产物 含量 的 影响 , 也 探讨 了 COS 对 抗 氧化 反应 信号 通路 Keap1-Nrf2/ 抗 氧化 反 

应 元 件 CARE) 中 的 核心 成 员 Nrf2 及 其 下 游 因 子 HO-1 的 作用 ， 从 而 揭示 COS 抗 氧化 作用 
的 可 能 信号 通路 或 靶 点 。 

LPS 是 革 兰 氏 阴 性 细菌 细胞 壁 中 的 成 分 ， 当 细菌 细胞 壁 被 破坏 而 释放 出 来 , 是 内 毒素 中 

的 一 种 ， 也 是 一 种 典型 的 肠 毒素 。LPS 能 刺激 机 体 产 生 大 量 的 活性 氧 自由 基 ， 从 而 导致 机 体 

氧化 应 激 、 炎 症 等 一 系列 反应 。 用 LPS 诱导 氧化 应 激 模 型 具有 实际 意义 ， 在 许多 研究 中 得 

到 应 用 和 探讨 ， 如 王 晓 等 (MI 用 LPS 成 功 建立 了 大 鼠 胰 岛 细 胞 氧化 应 激 模型 ， 进 一 步 探讨 了 

o- 硫 辛酸 的 抗 氧 化 和 抗 凋 亡 的 作用 机 制 ， 又 如 齐 策 等 09 用 LPS 诱导 小 鼠 腹 腔 巨 噬 细 胞 氧化 

应 激 模型 ， 通 过 检测 细胞 的 脂 质 过 氧化 程度 ， 从 而 探究 了 维生素 C- 磷 脂 复 合 物 的 抗 氧 化 作 

用 。 


| 


Nrf2 在 机 体 绝 大 部 分 组 织 中 表达 ， 是 调控 机 体 细胞 、 组 织 及 器 官 中 氧化 还 原平 衡 的 主 
要 组 成 部 分 ， 当 Nrf2 被 活化 入 核 后 ， 能 与 ARE 识别 并 结合 ， 然 后 启动 下 游 一 系列 解毒 和 抗 
氧化 因子 的 基因 表达 ， 如 醒 氧 化 还 原 酶 -1 (NOO1) . BIH KMPER (GST) . SOD, 
CAT、 还 原 性 谷 胱 甘 肽 (GSH) 等 ， 而 这 些 基 因 的 表达 都 与 机 体 的 抗 氧 化 活性 有 极其 重要 的 
关联 ， 对 机 体 的 氧化 还 原平 衡 有 关键 性 的 作用 2020。HO-1 又 称 为 热 休 克 蛋 白 32， 可 以 被 多 
种 物质 或 刺激 因素 诱导 表达 ， 如 热 休 克 、 缺 血 、 辐 射 、 低 氧 、 高 氧 、 重 金属 盐 等 ， 发 挥 强大 


ANS 


的 细胞 保护 作用 ，HO-1 的 细胞 保护 作用 主要 与 它 的 催化 分 解 产物 一 氧化 碳 、 胆 绿 素 、 胆 红 
素 、 亚 铁 离子 有 关 ， 其 中 ， 胆 绿 素 、 胆 红 素 、 亚 铁 离子 与 抗 氧 化 的 作用 有 紧密 联系 中， 而 
研究 发 现 ，Nrf2 是 调控 HO-1 表达 的 一 种 重要 的 蛋白 合成 信号 因子 324。 

从 试验 结果 分 析 ，LPS 诱导 IPEC-J2 氧化 应 激 ，Nrf2 被 激活 ， 并 进一步 诱导 下 游 HO-1 
的 表达 ， 对 细胞 起 到 一 定 的 保护 作用 ， 但 这 种 保护 作用 不 足以 抵抗 细胞 的 氧化 损伤 ， 细 胞 的 
抗 氧化 酶 (SOD、CAT) 活性 降低 ， 抗 氧化 产物 (MDA) 增多 ; 而 COS 能 进一步 促使 Nrf2 
高 表达 ， 并 诱导 下 游 基因 HO-1 表达 ， 提 高 抗 氧化 酶 ( SOD. CAT) 活性 ， 同 时 降低 抗 氧 
化 产物 (MDA) 含量 ， 增 强 了 细胞 对 氧化 应 激 的 耐 受 能 力 ， 从 而 对 细胞 起 到 保护 能 力 。 所 
以 , 从 试验 结果 可 以 推测 COS 的 抗 氧 化 作用 与 抗 氧化 反应 信号 通路 Nrf2/ARE  HO-1 有 一 
定 的 关联 。 


4 结 论 


LPS 诱导 IPEC-J2 细胞 氧化 应 激 ， 而 COS 可 进一步 促进 Nrf2 和 HO-1 蛋白 的 高 表达 ， 
并 提 高 抗 氧化 酶 的 活性 ， 降 低 氧 化 产物 含量 ， 从 而 增强 细胞 对 氧化 应 激 的 抵抗 力 ， 起 到 保护 
作用 。 
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Effects of Chitooligosaccharide on Lipopolysaccharide Induced Oxidative Damage in Epithelial 
Cells of Pig Jejunum 


XIAO Dingfu! ZHONG Jia! LIU Jinhui? LI Wenping? 


(1. College of Animal Science and Technology, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, 
China; 2. College of Veterinary Medicine, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, 


China) 


Abstract:This study was designed to investigate the effect of chitooligosaccharide (COS) on 
oxidative stress and used lipopolysaccharide (LPS) induced epithelial cells of pig jejunum 
(IPEC-J2) as an in vitro model of oxidative stress. The IPEC-J2 were incubated with LPS and 
COS for 12, 24 and 48 h,and then used methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) to 
detect the activity of cell proliferation; the appropriate concentrations of LPS (1 ug/mL) and COS 
(200 ug/mL) were chosen in the IPEC-J2 cells, divided into control group, LPS group, COS group 


and LPS+COS group, and then detected the expression of NF-E2-related factor 2 — (Nrf2) and 


heme oxygenase 1 (HO-1) by Western Blot; and detected superoxide dismutase (SOD), catalase 

(CAT) activities and malonaldehyde (MDA) content by the kit. The results showed that the 
optimum concentration of LPS and incubated time for model was 1 g/mL and 24 h, the inhibition 
of cell proliferation was 41.6%; COS promoted the proliferation of IPEC-J2, worked the best 
when its concentration was 200 ug/mL and incubated 24 h, the cell proliferation rate was 126.3%. 
Compared with the control group, LPS+COS group was not significantly different in SOD, CAT 
activities and MDA content (P>0.05), but Nrf2 and HO-1 protein expression was significantly 
higher (P«0.05); compared with LPS group, Nrf2 protein expression of LPS+COS group was 
significantly higher (P«0.05), and there was an increasing trend of HO-1 protein expression, but 
the difference was not significant (P>0.05), SOD, CAT activities were significantly increased 
and MDA content was significantly reduced (P«0.05). It is concluded that LPS induce oxidative 
stress of IPEC-J2, but COS can induce high expression of Nrf2 and HO-1 protein, and improve the 
activity of antioxidant enzymes, reduce the content of oxidative products, so increase cellular 
resistance to oxidative stress, and play a protective role. 
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